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は じ め に
　脳血管疾患や虚血性心疾患は今なお主要な死因を
占めることから，その原因となる病態である動脈硬
化性疾患の発症や進展のメカニズムを探ることは
重要である．低比重リポタンパク質（low-density 
lipoprotein : LDL）の循環血中での増加は，動脈硬
化性疾患のリスクを高める独立した危険因子として
確立されており，LDL コレステロールの低下を目
的とした薬物治療が種々のアプローチで進められて
きたが，近年では酸化や小型化といった“質的変
化”を生じた LDL 亜画分も，動脈硬化病巣の形成
に関与する重要な因子として注目されている．本稿
では，生体内における酸化 LDL 生成の意義とその
解析法について，当研究室における最近の取り組み
とともに述べる．
動脈硬化性疾患や歯周病への酸化 LDLの関与
　これまでに抗酸化 LDLモノクローナル抗体が国
内外のグループで独立に作製されてから，動脈硬化
病変部位で酸化LDLが蓄積しているばかりでなく，
血中にも極めて微量ながら酸化 LDLが存在するこ
とが示され，その変動を測定することが可能となっ
ている．各抗体の性質や測定条件には違いはあるも
のの，循環器疾患において酸化 LDL が有意に上昇
することが共通して示されてきた1，2）．われわれは，
酸化ホスファチジルコリン（酸化 PC）に対する
モノクローナル抗体（DLH3）を作製し，抗ヒト
apolipoprotein B（apoB）抗体を組み合わせたサン
ドイッチ ELISA によって血漿中の酸化 LDL を高
感度に検出する手法を構築した3）．これにより循環
血中にも酸化 LDL が存在することを見出し，心筋
梗塞や脳梗塞の急性期に血漿酸化 LDL値が上昇す
ることを示してきた4，5）．心血管疾患患者の退院時
の酸化 LDL値がその後の再狭窄と相関すること6），
さらに apoE 欠損マウスの動脈硬化病巣の形成に先
立って血漿酸化 LDL が上昇すること7）から，血中
酸化 LDLが動脈硬化病巣の進展を予測する因子と
なると考えている．
　近年，歯周病が糖尿病や脂質異常症といった全身
疾患のリスク因子となることが多くの疫学調査から
報告されており，歯周病の代表的な原因細菌として
知られる Porphyromonas gingivalis の口腔感染が
慢性的な炎症を引き起こすメカニズムについて多く
の検討が進められている8）．われわれは歯周組織か
ら浸出する歯肉溝滲出液（gingival crevicular ﬂuid : 
GCF）中にも LDL とともに酸化 LDL が存在する
ことを，本学歯学部歯周病学講座との共同研究で見
出した．GCF中には循環血中と比較して 17 倍の酸
化 LDLが存在し9），また本学医学部糖尿病・代謝・
内分泌内科学部門の協力を得て，糖尿病患者の
GCF 中では apoB 濃度が有意に増加していること
などを示してきた10）．酸化 LDL が歯周病における
歯周組織の炎症にも関与することが推測されたた
め，その可能性について in vitro で検討を進めたと
ころ，歯周組織のバリアとして機能する歯肉上皮細
胞に対して酸化 LDL 刺激を行うと，炎症性サイト
カイン IL-8，IL-1βの産生11），PGE2 産生の初発段
階に関わるCOX-2 の顕著な発現誘導やNF-kB の活
性化12）が引き起こされたことから，歯周組織の持
続的な炎症にも GCF に含まれる酸化 LDL が直接
関与することが示唆された．このように，酸化
LDL は動脈硬化病巣の形成だけでなく，その他の
組織に対しても慢性炎症を誘発させる因子の一つで
あると考えられる（図 1）．
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酸化 LDLやその他の LDL亜画分
　酸化 LDL は，単球由来のマクロファージや血管
内膜に遊走した血管平滑筋細胞にスカベンジャー受
容体を介して取り込まれてこれらを泡沫化させるこ
とにより，血管内に蓄積し動脈硬化病巣を形成す
る．また酸化 LDL は血管内皮細胞などその他の血
管組織の細胞を刺激してさまざまな炎症性反応を惹
起する点からも病巣の形成に関与する．このように
酸化 LDLは動脈硬化病巣の形成過程に重要な役割
を担う危険因子として理解されてきた．では酸化
LDL の生成経路や具体的な特徴はどのように捉え
られるのか．
　酸化 LDL は，生体内では血管内膜で 12/15- 
lipoxygenase，myeloperoxidase などによる酵素的
な酸化や，様々な活性酸素種や金属イオンによる非
特異的な酸化を受けることにより生成する．LDL
の酸化では，その構成成分中の脂肪酸部分の不飽和
結合が酸化初期のターゲットとなり，リン脂質やコ
レステロールエステル（CholE）の酸化体や多様な
脂質過酸化生成物が生じる．ここで生成する酸化
PCや脂質過酸化生成物の一つであるマロンジアル
デヒド（malondialdehyde : MDA）は，タンパク
質成分の Lys 残基のアミノ基を修飾して LDL 上
に酸化特異的エピトープ（酸化マーカー）を形成す
る13，14）．これがスキャベンジャー受容体 CD36 や
toll-like-receptor 4（TLR4）に認識される damage-
associated molecular patterns（DAMPs）の一つと
して自然免疫系を刺激し，マクロファージのリポタ
ンパク質取り込みや活性酸素産生による細胞傷害を
促進することで血管壁での炎症反応を生じ，動脈硬
化病巣の持続的な形成を促す15，16）（図 1）．
　動脈硬化性疾患に関与するLDL亜画分としては，
Lp（a）や small dense LDL についても多くの解析
が進められている．Lp（a）は，LDL の主要タン
パク質である apoB-100 と別のタンパク質である
apo（a）がジスルフィド結合を介して結合した LDL
亜画分の一つである．Lp（a）の発現は人種差や個
人差があるといわれているが，Lp（a）が酸化 PCの
運搬体となり17，18），Lp（a）は酸化 PC/apoB 比とと
もに末梢動脈疾患のリスクと相関すると報告され
ている19）．small dense LDL は TGリッチなVLDL
が TG の分解を受けた後に生じる小型の LDL で，
LDL 受容体に対する親和性が低いために血中滞在
時間が長いこと，また血管壁に取り込まれやすく酸
化を受けやすいことなどから，LDL の中でも特に
動脈硬化惹起性の高い因子である20，21）．以上のこと
から，血漿酸化LDLの候補となるLDL亜画分がい
くつか考えられるが，その実態はまだ明らかではな
い．自然免疫系を活性化する内在性リガンドの一つ
として捉えることができる酸化 LDLの構造解析を
行うことは，非感染性の慢性炎症疾患の観点から理
解するためにも重要であるといえる．
酸化 LDL分析における質量分析法の活用
　近年，質量分析法を利用した生体微量成分の分析
が，タンパク質のみならず脂質などの低分子代謝物
の分子種プロファイル解析にも広く応用されてい
る．リポタンパク質はタンパク質成分と，リン脂
図 1　 LDL の酸化と炎症誘導作用．酸化 LDLは循環血
中のみならず歯肉溝滲出液中にも存在が確認さ
れており9，10），血管組織以外の慢性炎症にも炎症
惹起因子として関与すると考えられる．LDL の
酸化により生成する酸化脂質やmalondialdehyde
（MDA）によるタンパク質修飾は，damage-
associated molecular patterns（DAMPs） と し
てマクロファージなどに発現する受容体（CD36
や toll-like receptor（TLR）4）に認識される．
受容体を介して酸化 LDLが取り込まれ，脂質を
蓄積した泡沫細胞が形成されるなど，動脈硬化
巣の形成や歯周炎の悪化を促成する数々の因子
を誘導する15，16）．
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質，中性脂質，コレステロール類といった脂質成分
の複合体であるのに加えて，それらの酸化生成物も
多様である．定性あるいは定量の分析目的に応じて
質量分析装置を使い分けることと，測定する成分に
応じて測定条件（HPLCのカラムや溶媒系）を最適
化することが必要となる．
　1．脂質成分の分析
　LDL を構成する主な脂質成分は PC，リゾホス
ファチジルコリン（lysoPC），スフィンゴミエリン
（SM），ホスファチジルエタノールアミンといった
リン脂質と，遊離コレステロール（Chol），CholE，
トリアシルグリセロール（TAG）や脂肪酸といっ
た中性脂質に分類される．これら脂質はクロロホル
ムとメタノールを用いた有機溶媒抽出により一度に
回収できる脂溶性物質で，分子量 300 ～ 1000 程度
の低分子である22）．質量分析法は試料中のさまざま
な成分個々の分子量を精度よく測定する装置であ
る．生体試料のように非常に多くの類似した低分子
の混合物であっても，一斉にその成分を分離し，条
件によっては同定することも可能である（図 2）．
本プロジェクトで使用している三連四重極型の質量
分析装置は，酸化により構造変化した未知分子につ
いて，共通構造を有する分子種のみを検出したり，
探索（Precursor Ion Scan）や目的分子量の成分
のみを定量解析（Multiple Reaction Monitoring : 
MRM）することができる．たとえば，リン脂質の
中でホスホコリン骨格を持つ PC，lysoPC，SMと
その酸化分子種はQ3をm/z＝184 に，またコレス
テロール骨格を有する CholE とその酸化分子種は
Q3をm/z＝369 として Precursor Ion Scan を行う
ことでそれぞれ選択的に調べることができる（図 2）．
ここで重要な分子種が見つかった場合は，その親イ
オンと断片構造のみをMRMモードで測定するこ
とにより，各成分を個別にモニターして定量的に解
析することができる．
　経皮的血管形成術で使用されるフィルタープロテ
図 2　 三連四重極型質量分析装置の Precursor Ion Scan を利用した網羅的探索．試料分子がHPLC で分離された後，イ
オン化されて質量分析器に導入される．一番目の四重極（Q1）では，一定の範囲のm/z でスキャンする（m/z は
質量 /電荷で，分子の電気的性質により分子量が求められる）．Q1でスキャンされる際に，各分子イオンがそれぞ
れのm/z ごとに分かれて，二番目の四重極（Q2）に導入される．Q2を通過する際にフラグメント化されると，三
番目の四重極（Q3）では，特定のm/z をもつ断片のみが通過して検出器に到達する．Q3 を（a）m/z＝184 に設
定したときは，ホスホコリン骨格を持つ分子種（PC，lysoPC，SMとその酸化物など）が，（b）m/z＝369 に設定
したときは，Chol 骨格を持つ分子種（CholE やその酸化物など）が選択的に検出されることになる．このようにし
て目的の分子種にターゲットを絞った解析を行うことができる．またこのとき，Q1と Q3の両方をあるm/z に固定
すると，親イオン（Q1のm/z）とそのフラグメントイオン（Q3のm/z）とで特徴づけられる分子のみを検出する
ことができる．数十の分子についてそれぞれのQ1と Q3を組み合わせて設定し，測定時に短時間で順次切り替えて
いくことで，各成分を同時に定量的にモニターすることができる（Multiple Reaction Monitoring（MRM）解析）．
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クションデバイスに回収された血栓やアテロームの
破断片の成分23）や，高コレステロール食を投与し
たゼブラフィッシュ24）から，アルデヒド型やヒド
ロペルオキシド型の酸化 PCや酸化CholE の分子種
が多数検出されている．また Precursor Ion Scan
の手法は，酸化 PC が共有結合した apo（a）の構
造解析にも利用されているが18），PC の極性部分が
peptide 部分よりも相対的に脱離しやすいために，
タンデム質量分析法（MS/MS）解析では peptide
のフラグメントイオンからの配列情報は得られにく
いようである．
　2．タンパク質成分の分析
　四重極時間飛行型の質量分析装置は精密分析が可
能であることから，逆相カラムを用いたナノフロー
型のHPLC と組み合わせることによって未知タン
パク質の同定や翻訳後修飾解析，酸化修飾構造の探
索に有効である．LDL 中の apoB-100 は分子量 50
万の巨大分子であるため，ポリアクリルアミドゲル
電気泳動からのゲル内消化では酵素消化が不十分と
なる．われわれは PVDF膜に LDLを吸着させ，有
機溶媒（CHCl3/MeOH＝1：1）洗浄で脂質成分を
除去した後，膜上に固定したタンパク質を還元アル
キル化後，trypsin 消化することによって，trypsin
消化ペプチドを効率よく回収することに成功し，
LC-ESI-MS/MS 解析での配列同定カバー率を 20％
から 62％まで向上させた．これにより酸化 LDLの
apoB-100 中に生じた脂質過酸化生成物である
4-hydroxynonenal や acrolein の修飾構造をより多
く明らかにすることができた25）．
　また疾患に伴って発現変動する未知因子の同定と
相対変動比を明らかにすることを目的として，病巣
部位や液性サンプルのタンパク質成分を還元アルキ
ル化と trypsin 消化の後に安定同位体でラベル化し
てから質量分析を行うことにより，疾患条件で変動
する因子の相対的な変動比を網羅的に解析すること
ができる．野生型および apoE 欠損マウス間で変動
する血漿タンパク質から coronary artery diseases
に関与する因子の探索や26），健常部位と歯周炎部
位の GCFで発現の異なるタンパク質成分の解析27）
に用いられている．
生体内酸化 LDL回収の取り組み
　サンドイッチ ELISA の結果から推測される血漿
酸化 LDLは血漿 LDL画分の 0.01％程度と極めて微
量である．心筋梗塞や脳梗塞の急性期では，血漿酸
化 LDLが数倍程度上昇する2，4，5）．酸化 LDL粒子は
その構成成分であるタンパク質や脂質成分が不均一
に酸化変性を受けた粒子の集合体であり，中でも
LDLの主要なタンパク質成分である apolipoprotein 
B-100（apoB-100）は 4,536 のアミノ酸から成る巨
大なタンパク質であることから，酸化 LDL におけ
る酸化的特徴を分子レベルで解析することは困難
だった．生体内で生じる酸化LDLのモデルとして，
銅酸化 LDL がよく用いられている．これは，酸化
脂質が生成してスカベンジャー受容体により認識さ
れることや，陰性荷電の増加といった生体内酸化
LDL と共通する性質を示すためであるが，銅イオ
ンによる LDLの酸化反応によって生成するもので
あるため，生体内で生じる酸化 LDL と異なってい
る可能性がある．当研究室では，生体内で極めて微
量な酸化 LDL をできるだけ多く，高純度で回収す
る手法を開発してきた．
　1．急性心筋梗塞患者の血液サンプルと酸化 LDL
　急性心筋梗塞などの冠動脈疾患を発症した患者で
は血中酸化 LDL値が上昇することから，酸化 LDL
が動脈硬化発症に関わると考えられている．われわ
れは昭和大学倫理委員会の承認を得られたプロト
コールに従い，健常人および急性心筋梗塞患者の心
臓カテーテル治療から得られた血漿・血清サンプル
から酸化 LDL を分離した．患者サンプルは治療中
の患者の苦痛を伴う末梢血の採血ではなく，普段破
棄されている血液を有効活用するものである．動脈
硬化病巣の近傍からの採血であることから，末梢血
液と病巣由来の成分と比較することにより循環血と
病巣蓄積成分との相違が明確となり，LDL の酸化
に伴って進行する酸化 LDL の蓄積や，病巣形成の
仕組みの解明に繋がることが期待される．
　2．陰性荷電に富む LDL 亜画分（LDL（－））の
分離
　LDL 画分には陰性荷電に富む LDL（LDL（－））
が約 5％存在し，陰イオン交換カラムに LDL 画分
を添加してNaClによって段階的に溶出することで，
陰性荷電に富む LDL画分（LDL（－））が分離され
る（図 3）．LDL（－）は血管内皮細胞の主要なスカ
ベンジャー受容体である LOX-1 を介して炎症惹起
作用を誘導することにより，動脈硬化病巣の進展に
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寄与することが知られている28）．LDL（－）は脂質
成分の特徴として短鎖脂肪酸に富むことが報告され
ているが 29），酸化 PCの含有についてはまだ検討さ
れておらず，当研究室が着目してきた酸化 PCが豊
富な酸化LDLとの関係について調べる必要がある．
また，前述したDLH3 抗体を用いた固相抽出法と
組み合わせて酸化 LDL成分をさらに精製する方法
も有効となるであろう（図 3）．
　3．DLH3抗体を利用した血中酸化LDLの固相抽出
　あらかじめDLH3 抗体をコートした 96 穴プレー
トに，超遠心法により分画した LDL 画分を添加し
て 4℃で一晩おき，捕捉された成分を回収してタン
パク質成分と脂質成分に分けて構造解析を行う（図
3）．不均一な変性を受けた脂質複合タンパク質成分
を穏やかな条件で回収するためには適切な方法であ
ると考えている．当研究室ではこれまでにWestern 
blot や質量分析法による検討から，DLH3 抗体に結
合性を示す生体内由来の酸化 LDLが確かに捕捉さ
れていることを確認している．また，銅酸化により
調製した in vitro 酸化 LDL とは異なった CholE 分
子種（図 4）やタンパク質酸化修飾のパターンが含
まれることが徐々に明らかとなりつつある．
酸化 LDL生成におけるリポタンパク質 
結合性脂質代謝酵素の役割
　多価不飽和脂肪酸から構成される PC の酸化過
程では，短鎖型酸化 PC の生成を経て最終的に
lysoPC が生成する．これは短鎖型酸化 PC の短鎖
脂肪酸エステルが分子内で切断される化学的な生成
経路30）と，リポタンパク質結合性 phospholipase 
A2（Lp-PLA2/PAF-AH）が酸化 PC の 2 位の短鎖
脂肪酸エステルを加水分解する酵素的な生成経路に
分けられる．lysoPC は血管内皮細胞の接着因子の
発現や ROS 産生を増加させるなどにより炎症促進
性を有することから，血中 Lp-PLA2 の上昇は動脈
硬化病巣形成の危険因子と見なされてきた31，32）．一
方で，Lp-PLA2 の動脈硬化防御的な働きも報告され
ており33），酸化 LDLの生成と Lp-PLA2 との関係は
いまだ解明されたとはいえない．銅酸化 LDL 生成
時の Lp-PLA2 の役割を解析するために，Lp-PLA2
図 3　 生体内酸化 LDL の構造解析のアプローチ．陰イオン交換カラ
ムを用いて LDL 中の陰性荷電をもつ LDL 亜画分の LDL（－）
を分離する．次いで，プレートに固定した抗酸化ホスファチジ
ルコリン抗体（DLH3）を利用した固相抽出を組み合わせるこ
とで，血漿 LDLから酸化 LDLを選択的に回収する．得られた
酸化 LDL について液体クロマトグラフィー-エレクトロスプ
レー-タンデム質量分析法（LC-ESI-MS/MS）解析を行う．カラ
ムは順相カラム（Inertsil SIL-100A, 3 µm, 2.1×150 mm），溶媒
はアセトニトリル /メタノール /水＝18/11/1（0.1％ギ酸アンモ
ニウム）を用い，流速 0.2 ml/min で測定した．
生体内酸化 LDL中のバイオマーカー探索
143
阻害剤（pefabloc）で前処理した LDL を銅酸化さ
せたときの PCプロファイルを定量的に解析した．
銅酸化による脂質過酸化反応は pefabloc 処理では
影響されなかったが，LDL酸化に伴う lysoPC の急
激な増加が著しく抑制され，Lp-PLA2 の基質とな
る種々の短鎖型酸化 PCの蓄積は促進した．さらに
興味深いことに，pefabloc で前処理しておくと抗
酸化 PC 抗体反応性の酸化 LDL の生成が有意に亢
進した（図 5）34）．この結果から，Lp-PLA2 は LDL
の酸化時に酸化 PC から lysoPC への変換を促進す
る一方で，LDL 粒子中での酸化 PC の蓄積を防ぐ
ことで酸化 LDL の形成を抑制する因子であること
が示唆された．これまでに Lp-PLA2 阻害薬として
dalapradib が開発されてきたが，急性冠疾患イベ
ントのリスクを低下させる効果は認められていな
い35，36）．Lp-PLA2 は LDL の酸化により生成する酸
化 PC を lysoPC に変換することで酸化 PC の蓄積
を抑制しており，dalapradib 投与によって酸化 PC
リッチな酸化 LDLの産生が亢進したためにイベン
トリスクを下げられなかった可能性が考えられる．
　マウスのマクロファージを用いた研究では，15- 
図 4　 （a）native LDL，（b）銅酸化 LDL，（c）DLH3 抗体で捕捉された in vivo 酸化 LDL に含
まれるコレステロールエステル（CholE）分子種のMS スペクトル．LC-ESI-MS/MS
（QTRAP5500）を用いた Precursor Ion Scan（m/z＝369）（図 2参照）により，CholE とそ
の酸化物の分子種を網羅的に測定した．横軸はm/z（電荷数あたりの分子量），縦軸はイオ
ン強度（検出されたイオンの個数）を示す．3つのサンプルでそれぞれ異なったCholE 分子
種が存在し，in vivo 酸化 LDLには多様な酸化CholE が含まれることがわかる．
図 5　 酸化 LDL 生成における Lp-PLA2 阻害剤の影響．
LDL（0.2 mg/ml）を 5 µM CuSO4 と 37℃イン
キュベーションしたときの経時的な酸化 LDL生
成量を，抗酸化ホスファチジルコリン抗体
（DLH3）を用いたサンドイッチ enzyme-linked 
immunosorbent assay （ELISA）で測定した．あ
らかじめ Lp-PLA2 阻害剤（pefabloc）で前処理
したときは，前処理なしと比較して酸化 PCに富
む酸化 LDL の生成が亢進した（＊＜ 0.05．文献
34 より改変して引用）．
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lipoxygenase による直接酸化により生成した酸化
CholE の脂肪酸が lysoPC acyltransferase を介した
Land’s cycle によって lysoPC に転移する経路が，
酸化 PC産生の一つであると示唆されている37）．ま
た，肝臓で合成・分泌されおもにHDL上に存在す
る Lecithin-cholesterol acyltransferase（LCAT）
は，酸化PCの短鎖脂肪酸を加水分解して遊離Chol
に転移することで，酸化 LDLの蓄積を抑制する38）．
このようにヒト血中酸化 LDLに存在する多価不飽
和脂肪酸含有 PCや CholE は，直接的な酸化を受け
て生成するだけでなく，酸化により生じた短鎖脂肪
酸側鎖を lysoPC や遊離 Chol に再アシル化するこ
とでも生成するといえる．
　当研究室での検討から，in vitro で調製した銅酸
化 LDLでは酸化 PCや lysoPC の産生と蓄積が顕著
だったが，生体内で生成した酸化 LDL では，生じ
た酸化 PCや lysoPC の蓄積は銅酸化 LDLに比べて
少なかった．LDL 中の PC の酸化で生じる lysoPC
は，生体内では LDL 粒子から遊離して循環血中の
アルブミンなどのタンパク質への結合，さらには
lysoPC の再アシル化より他の PC 分子種にリモデ
リングされていることが推測される．以上のことか
ら，生体内において，LDL は直接的な酸化を受け
た後も，脂質代謝酵素により多様なリモデリングを
受けてダイナミックに変化をする粒子の総体である
と考えられ，酸化 LDL の生成過程だけでなく，そ
の代謝運命についても検討する必要がある．今後，
安定同位体ラベルされた lysoPC や酸化 PC分子種
をトレーサーとして利用し，LDL から生成する酸
化脂質分子種の代謝・変換過程を LC-ESI-MS/MS
により解析することが有効であると考えている．
ま と め
　本稿では動脈硬化性疾患に深く関与する酸化
LDL について，分子レベルで構造解析することの
重要性について概説した．不均一な脂質複合タンパ
ク質粒子の集合体である酸化 LDLは生体内では微
量でありながら，循環器疾患だけでなくその他の慢
性疾患に関与しており，果たす役割や重要性につい
てさらに検討し理解する意義は大きい．生体内酸化
LDL は陰性荷電を増すことから，タンパク質の
修飾が進んでいる可能性が推測されるため，今後
LDL（－）などの LDL 亜画分のタンパク質成分と
その修飾構造について，LC-ESI-MS/MS などによ
りさらに構造解析を進める必要がある．将来的に
は，生体内での酸化 LDL 生成機構の解明や，冠動
脈疾患の進展を反映する“新規酸化ストレスマー
カー”の発見に繋がることも期待される．
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